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Neste trabalho foi avaliada a resposta de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) não 
transformadas (WT) e transformadas (B1F e B5H) com o gene AtTPS1 da Arabidopsis, 
responsável pela biossíntese de trealose-6-fosfato-sintetase, ao cádmio (50, 200 µM) e 
cobre (100, 400 µM). 
Nas folhas foram determinados, os teores de proteína e peróxido de hidrogénio, a actividade 
das enzimas antioxidantes (CAT, POD, SOD, APX) e peroxidação dos lípidos.     
Nas plantas WT, expostas ao cádmio e cobre observou-se um aumento do teor de 
malondialdeído, indicando ocorrência de peroxidação lipídica. As plantas B5H e B1F 
evidenciam menor peroxidação lipídica. A actividade da SOD não apresentou variações 
significativas, indicando que a formação de superóxido não foi induzida pelos metais.  
A POD foi mais relevante na eliminação do H2O2 nas plantas WT. A CAT parece mais 
importante nas plantas B5H e B1F. 
Observou-se um aumento significativo da APX, nas plantas B5H expostas ao Cd e Cu, 
indicando um papel importante na eliminação do H2O2. No entanto a APX não foi capaz de 
reduzir o teor H2O2, que forma significativamente superior ao controlo.  
Em conclusão, as plantas B1F parecem menos afectadas por stresse oxidativo, induzido 
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The response of tobacco plants (Nicotiana tabacum L.) non-transformed (WT) and 
transformed (B1F and B5H) with AtTPS1, the trehalose-6-phosphate-synthase gene from 
Arabidopsis, to cadmium (50, 200 µM) and copper (100, 400 µM) was compared. Protein 
content, antioxidative enzymes (CAT, POD, SOD, APX), lipid peroxidation and hydrogen 
peroxide were determined in leaves. 
WT showed a significant increase in malondialdehyde content both with Cd and Cu, 
indicating occurrence of lipid peroxidation. B5H and B1F showed lower incidence of lipid 
peroxidation. SOD activity showed no significant variation both with Cd and Cu, indicating 
that superoxide formation was not induced by these heavy metals. 
POD role in the scavenging of H2O2 was more relevant in WT than in B5H and B1F.CAT 
seems to be more important in B5H and B1F than in WT, with higher activity compared to 
WT.  
APX showed a significant increase in activity levels in B5H, both with Cd and Cu, indicating 
an important role in the elimination of H2O2. However, H2O2 removal by APX was not capable 
of reducing H2O2 levels that remained significantly higher than the control. In conclusion, B1F 































Among the various abiotic stresses, drought and heavy metal pollution are important factors 
that limit crop productivity worldwide. Exposure of plants to metals during various 
developmental stages appears to activate various physiological and developmental changes. 
Understanding the basic biochemical and molecular mechanisms for metal stress perception, 
transduction and tolerance is still a major challenge. Plant modification for enhanced stress 
tolerance is mostly based on the manipulation of either transcription and/or signaling factors 
or genes that directly protect plant cells. Manipulation of genes that protects and maintains 
cellular functions or that maintain the structure of cellular components has been the major 
target of attempts to produce plants that have enhanced stress tolerance. 
Nicotiana tabacum L. has a substantial potential for accumulating cadmium wich makes it an 
adequate culture for phytotoxicity studies.  
Toxic levels of heavy metals (Cd and Cu) were reported to affect a variety of processes in 
plants. One of the major consequences of their stress action is enhanced production of 
reactive oxygen species (ROS), which usually damage the cellular components such as 
membranes, nucleic acids and chloroplast pigments. 
Accumulation of ROS may be the consequence of disruption of the balance between their 
production and the antioxidative system activity composed of enzymatic antioxidants - 
catalase, peroxidases and superoxide dismutases, and non-enzymatic scavengers, e.g. 
glutathione and ascorbate. These enzymes are localized in various cell compartments and 
act either sequentially or simultaneously. 
Sugars, such as trehalose, can provide bioprotection in a wide range of stressful conditions, 
e.g., extreme dryness, cold, heat, pressure, oxygen deprivation, high salt concentrations, or 
irradiation. 
Trehalose is a non-reducing disaccharide that occurs in a large range of organisms, such as 
bacteria, fungi, nematodes, and plants crustaceans. In addition to its function as a storage 
carbohydrate and transport sugar, trehalose also plays an important role in stress protection. 
It has been shown to stabilize proteins and membranes under stress conditions, especially 
during heat stress and dehydration. 
In this work the response of tobacco plants (Nicotiana tabacum L.) non-transformed (WT) 
and transformed (B1F, B5H) with AtTPS1, the trehalose-6-phosphate-synthase gene from 
Arabidopsis, to cadmium (50, 200 µM) and copper (100, 400 µM) was compared. Tobacco 
plants were grown in hydroponic solution with added concentration of metals. Protein 
content, antioxidative enzymes (CAT, POD, SOD, APX), lipid peroxidation and hydrogen 




Exposure of B5H and B1F to cadmium and copper (with the exception of the effects on B5H 
plants by copper) didn’t result in increase of H2O2 levels which reveals that the plants 
antioxidant enzymatic response was quite efficient. 
WT showed a significant increase in malondialdehyde content both with Cd and Cu, 
indicating occurrence of lipid peroxidation. B5H and B1F showed lower incidence of lipid 
peroxidation. SOD activity showed no significant variation both with Cd and Cu, indicating 
that superoxide formation was not induced by these heavy metals. 
POD role in the scavenging of H2O2 was much more relevant in WT than in B5H and B1F. 
However, CAT seems to be much more important in B5H and B1F than in WT, with higher 
activity compared to WT.  
APX showed a significant increase in activity levels in B5H, both with Cd and Cu, indicating 
an important role in the elimination of H2O2. However, H2O2 removal by APX was not capable 
of reducing H2O2 levels that remained significantly higher than the control. In conclusion, B1F 
plants seem to be less affected by oxidative stress induced by Cd and Cu than B5H or WT. 
This work demonstrated that overexpression of trehalose biosynthetic genes in tobacco has 
considerable potential for improving abiotic stress tolerance which demonstrates the potential 


























RESUMO .............................................................................................................................. V 
ABSTRACT .......................................... ............................................................................... VI 
EXTENDED ABSTRACT ................................. ................................................................... VII 
ÍNDICE DE FIGURAS .......................................................................................................... XI 
ÍNDICE DE QUADROS ....................................................................................................... XII 
LISTA DE ABREVIATURAS ............................. ................................................................. XIII 
1. INTRODUÇÃO .............................................................................................................. 1 
2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ............................. ............................................................ 2 
2.1. A cultura do tabaco ................................................................................................ 2 
2.2. Transformação das plantas wild type de tabaco por Agrobacteriem tumefaciens ... 3 
2.3. Stresse oxidativo .................................................................................................... 4 
2.3.1. Mecanismos de defesa e ROS ......................................................................... 4 
2.3.1.1. Do oxigénio às espécies reactivas de oxigénio ......................................... 4 
2.3.1.2. O Papel duplo das ROS ............................................................................ 5 
2.3.1.3. O Sistema de defesa antioxidante ............................................................. 6 
2.3.1.4. O sistema antioxidante enzimático ............................................................ 6 
2.3.1.4.1. Catalase (CAT) .................................................................................... 7 
2.3.1.4.2. Ascorbato-peroxidase (APX)................................................................ 8 
2.3.1.4.3. Peroxidase (POD) ................................................................................ 9 
2.3.1.4.4. Superóxido-dismutase (SOD) .............................................................. 9 
2.4. Stresse osmótico e Osmoprotectores ...................................................................10 
2.4.1. A TREALOSE .................................................................................................11 
2.4.1.1. A influência da trealose no metabolismo celular .......................................12 
2.5. Metais pesados .....................................................................................................15 
2.5.1. Cádmio ...........................................................................................................15 
2.5.1.1. Origem, teores e formas de cádmio no solo .............................................15 
2.5.1.2. O cádmio nas plantas ..............................................................................16 
2.5.2. Cobre ..............................................................................................................17 
2.5.2.1. Origem, teores e formas de cobre no solo................................................17 
2.5.2.2. O cobre nas plantas .................................................................................18 
2.5.3. Iões metálicos e o metabolismo secundário ....................................................20 
3. MATERIAL E MÉTODOS ................................ .............................................................21 
3.1. Delineamento experimental...................................................................................21 
3.1.1. Local do ensaio ...............................................................................................21 




3.1.3. Sementeira ......................................................................................................21 
3.1.4. Transplantação e instalação do ensaio ...........................................................22 
3.2. Determinações analíticas ......................................................................................24 
3.2.1. Determinação do nível de peroxidação de lípidos ...........................................24 
3.2.2. Determinação do teor de proteína solúvel .......................................................24 
3.2.3. Determinação do peróxido de hidrogénio (H2O2) .............................................24 
3.2.4. Determinação da actividade enzimática ..........................................................25 
3.2.4.1. Preparação dos extractos para determinação da actividade enzimática ..26 
3.2.4.2. Ascorbato-peroxidase (APX) ....................................................................26 
3.2.4.3. Catalase (CAT) ........................................................................................26 
3.2.4.4. Peroxidase (POD) ....................................................................................27 
3.2.4.5. Superóxido-dismutase (SOD) ...................................................................27 
3.3. Tratamento Estatístico ..........................................................................................28 
4. RESULTADOS E DISCUSSÃO ............................ .......................................................29 
4.1. Avaliação do efeito do cobre e cádmio na peroxidação dos lípidos .......................29 
4.2. Avaliação do efeito do cobre e cádmio no teor de proteína solúvel .......................31 
4.3. Efeito do cobre e do cádmio na produção de peróxido de hidrogénio (H2O2) ........33 
4.4. Avaliação do stresse oxidativo na actividade enzimática ......................................35 
4.4.1. Ascorbato-peroxidase .....................................................................................35 
4.4.2. Catalase ..........................................................................................................36 
4.4.3. Peroxidase ......................................................................................................38 
4.4.4. Superóxido-dismutase .....................................................................................40 
5. CONCLUSÕES ............................................................................................................42 






ÍNDICE DE FIGURAS 
 
Figura 1. Representação esquemática das principais fontes de ROS e dos principais 
mecanismos enzimáticos envolvidos na eliminação do poder tóxico das ROS (Adaptado de 
Gechev et al., 2006). ............................................................................................................. 7 
Figura 2. Ciclo ascorbato-glutationa (adaptado de Mittler, 2002) ........................................... 8 
Figura 3. Estrutura química da trealose (retirado de wikipedia) ............................................11 
Figura 4. Metabolismo da trealose nas plantas.....................................................................12 
Figura 5. Ilustração das modalidades do ensaio, em que cada caixa azul escura corresponde 
a um tratamento. ..................................................................................................................22 
Figura 6. Fotografia do ensaio. Cada caixa corresponde a um tratamento diferente. ...........23 
Figura 7. Concentração de ácido malondialdeído (MDA) formado após exposição ao cobre 
(a) e cádmio (b) das plantas wild type (WT) e transgénicas (B5H e B1F). ............................29 
Figura 8. Teor de proteína solúvel formado pela exposição ao cobre (a) e cádmio (b) das 
plantas wild type (WT) e transgénicas (B5H e B1F). ............................................................31 
Figura 9. Teor de peróxido de hidrogénio formado após exposição das plantas wild type 
(WT) e transgénicas (B5H e B1F) ao cobre. .........................................................................33 
Figura 10. Teor de peróxido de hidrogénio formado após exposição das plantas wild type 
(WT) e transgénicas (B5H e B1F) ao cádmio. ......................................................................33 
Figura 11. Actividade enzimática da APX, nas plantas transgénicas (B5H e B1F) e wild type 
(WT), para os tratamentos com cobre. .................................................................................35 
Figura 12. Actividade enzimática da APX, nas plantas transgénicas (B5H e B1F) e wild type 
(WT), para os tratamentos com cádmio. ...............................................................................35 
Figura 13. Actividade enzimática da CAT, nas plantas transgénicas (B5H e B1F) e wild type 
(WT), para os tratamentos com cobre. .................................................................................36 
Figura 14. Actividade enzimática da CAT, nas plantas transgénicas (B5H e B1F) e wild type 
(WT), para os tratamentos com cádmio. ...............................................................................36 
Figura 15. Actividade enzimática da POD, nas plantas transgénicas (B5H e B1F) e wild type 
(WT), para os tratamentos com cobre. .................................................................................38 
Figura 16. Actividade enzimática da POD, nas plantas transgénicas (B5H e B1F) e wild type 
(WT), para os tratamentos com cádmio. ...............................................................................38 
Figura 17. Actividade enzimática da SOD, nas plantas transgénicas (B5H e B1F) e wild type 
(WT), para os tratamentos com cobre. .................................................................................40 
Figura 18. Actividade enzimática da SOD, nas plantas transgénicas (B5H e B1F) e wild type 




ÍNDICE DE QUADROS 
 
Quadro 1. Característica(s) produzida(s) pela modificação da biossíntese da trealose, em 
plantas transgénicas. ...........................................................................................................14 




LISTA DE ABREVIATURAS 
 
Abs → Absorvância 
AtTPS1 → gene, originário da Arabidopsis, que codifica enzima trealose-6-fosfato-sintetase 
APX → Ascorbato peroxidase 
CAT → Catalase 
CitC-Fe 3+ → Citocromo C-férrico 
DTT → Ditiotreitol 
EDTA → Ácido etilenodiaminatetracético 
MDA → Malondialdeído ou aldeido malónico 
POD → Peroxidase 
p/v → Relação peso volume 
PVP → Polivinilpirrolidona insolúvel 
ROS → Espécies reactivas de oxigénio 
SOD → Superóxido-dismutase 
Tris-HCl → Tris-(hidroximetil)-aminometano 
UV → Ultra-violeta 
ε → Coeficiente de extinção molar 









Nas plantas a produção de espécies reactivas de oxigénio (reactive oxygen species, ROS), 
formas reduzidas de oxigénio, constitui um fenómeno natural do metabolismo celular. 
Contudo, em condições adversas, como por exemplo o stresse causado por metais tóxicos 
como o cádmio e o cobre, pode haver uma produção excessiva de ROS, podendo causar 
stresse oxidativo.  
Os organismos desenvolveram mecanismos capazes de eliminar os ROS em excesso, e 
combater os efeitos adversos que estes poderiam exercer nas células. 
Nas plantas existem diversos mecanismos que constituem fontes ROS. Um dos mais 
frequentes consiste na perda de electrões das cadeias transportadoras de electrões para o 
O2, que ocorre tanto no cloroplasto como na mitocôndria. Outras fontes incluem a 
fotorrespiração nos peroxissomas bem como as peroxidases e oxidases associadas à 
parede celular.  
O melhoramento de plantas tem levado a grandes aumentos de produtividade em diversas 
culturas. Nas últimas décadas obteve-se um aumento substancial de rendimentos através 
do auxílio das técnicas de biologia molecular e transformação genética de plantas o que 
alargou a panóplia de métodos de selecção de plantas, em termos do seu melhoramento. 
Nos últimos anos têm-se assistido à publicação de diversos artigos, numa tentativa de 
compreender os efeitos da trealose no metabolismo das plantas. Contudo, até à data não 
existem quaisquer investigações sobre o efeito da trealose em plantas sujeitas à exposição 
de metais pesados. Deste modo, esta investigação procurou determinar os efeitos da 
trealose em plantas expostas, ao cádmio e cobre, colmatando simultaneamente a ausência 
de informação sobre os efeitos da trealose, nomeadamente no sistema enzimático. 
Neste contexto, é importante averiguar se a maior expressão de trealose, em plantas de 
tabaco não transformadas transformadas com o gene AtTPS1, confere maior grau de 
protecção contra outros tipos de stresse, para além do stresse hídrico. Assim, o presente 
trabalho teve como objectivo avaliar a resposta ao stress oxidativo induzido pelo efeito 
fitotóxico do cobre e cádmio de plantas de tabaco que foram transformadas (AtTPS1) de 
forma a obter uma maior expressão de trealose. 
Por conveniência na escrita este manuscrito as palavras transformadas e não transformadas 








2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1. A cultura do tabaco 
O tabaco (Nicotiana tabacum L.) pertence à família das Solanáceas, género Nicotiana. Este 
género engloba cerca de 60 espécies (Tso, 1999). 
As solanáceas, na maioria, são plantas erectas ou trepadoras, anuais ou perenes, algumas 
são arbustos, raramente atingido um porte arbóreo. As folhas variam bastante quer, em 
tamanho quer na forma e no seu recorte. As flores são hermafroditas (apresentam ambos os 
sexos). Outros exemplos de espécies desta família são o tomateiro, a batateira e o piripiri 
(Rosa et al., 2003). 
O tabaco ocorre naturalmente nas regiões tropicais e temperadas de todos os continentes, 
porém é na Austrália e na América Central e do Sul que atinge maior expressão e 
diversidade (Rosa et al., 2003).  
Esta espécie é um alelotetrapóide1 resultante duma hibridação natural de duas espécies 
nativas, Nicotiana sylvestris Speg & Comes e Nicotiana tomentosiformis Goodsp. (Tso, 
1999).  
A espécie original, provavelmente proveniente das margens das florestas de média a baixa 
altitude, da América Central e do Sul, possuía sementes muito pequenas, muito sensíveis à 
luz para germinar, não necessitava de muita luz para a fotossíntese e apresentava folhas 
relativamente largas e sensíveis à geada (Tso, 1999).    
A planta do tabaco caracteriza-se por ser uma herbácea, anual ou bianual, com um sistema 
radicular disperso e pouco profundo que se prolonga por um caule que suporta um 
desenvolvimento foliar vigoroso (Rosa et al., 2003).  
As folhas são tipicamente ovadas e oblongo-lanceoladas, crescendo em espiral. A 
inflorescência é uma panícula terminal, com cerca de 5 cm de comprimento (Tso, 1999).   
A raiz é fasciculada, com raízes secundárias bastante ramificadas. A superfície da folha e do 
caule é coberta por tricomas. Os tricomas e os seus exsudados têm um papel importante na 
susceptibilidade aos insectos (Tso, 1999). 
Após a descoberta do Brasil, o português Luís de Góis trouxe dessa região sementes de 
tabaco, cultivadas em Portugal em meados do século XVI. Julga-se que foi Damião de Góis 
que deu a conhecer a planta a Jean Nicot, embaixador de França em Lisboa, que em 1559 
enviou algumas folhas a Catarina de Médicis, rainha de França, que o divulgou em França. 
Em Portugal, a sua cultura só teve alguma importância na região do Douro (Grande 
enciclopédia universal, 2004).  
                                                 
1 Alotetraplóide : Alopoliplóide no qual o número básico de cromossomas de cada um dos progenitores se encontra repetido 
duas vezes. As suas células somáticas possuem, portanto, 2n + 2n' cromossomas, ou seja, quatro vezes o número básico de 






Durante o século XX o tabaco tornou-se uma das culturas agrícolas economicamente mais 
importantes do mercado internacional (Davies & Nielsen, 1999). 
 
2.2. Transformação das plantas wild type de tabaco por Agrobacteriem 
tumefaciens 
A partir da década de oitenta assistiu-se ao desenvolvimento de métodos cada vez mais 
eficientes para a transformação de células vegetais, com posterior regeneração da planta 
adulta, aumentando também sucessivamente o leque de espécies vegetais aos quais esses 
métodos podem ser aplicados. Esta evolução forneceu um instrumento poderoso para a 
investigação da regulação genética da fisiologia vegetal, mas passou a possibilitar também 
a introdução de novos genes em plantas de interesse económico, com obtenção de 
variedades transgénicas com características melhoradas (Belo et al., 2001).    
A Agrobacterium tumefaciens é uma bactéria do solo que infecta um grande número de 
plantas dicotiledóneas, que ao penetrar através do local de ferimento, provoca nas plantas o 
desenvolvimento de tumores. Estes tumores resultam da transferência, integração e 
expressão nas células da planta de um segmento específico do DNA bacteriano designado 
por T-DNA (DNA transferido) (Belo et al., 2001).   
Neste trabalho foram utilizadas sementes de tabaco transgénico, provenientes de um 
trabalho realizado, no Instituto de Tecnologia Química e Biológica (ITQB), pelos 
investigadores André Almeida e Pedro Fevereiro. O objectivo do seu trabalho foi validar a 
hipótese de que a acumulação de trealose aumenta a tolerância ao stresse abiótico e que o 
gene AtTPS1 (gene que codifica a enzima trealose-6-fosfato-sintetase) pode ser utilizado 
para a transformação de culturas importantes como, o milho, arroz ou trigo.  
 A síntese das plantas transgénicas teve por base uma cassete possuindo o gene AtTPS1 
(codifica a enzima trealose-6-fosfato-sintetase, originário de Arabidopsis), sobre o controlo 
do promotor CaMV35S e o gene de resistência Bialaphos foi inserido no vector plasmídio 
binário pGreen0229 e utilizado na transformação das plantas de tabaco por via 
Agrobacterium. A metodologia que levou à concepção destas plantas encontra-se descrita 
em detalhe em Almeida et al. (2005). 
Assim, foram obtidas plantas transgénicas B1F e B5H, homozigóticas, de tabaco que 
produzem teores de trealose superiores às plantas wild type (WT). As plantas B5H e B1F 
expressam o gene AtTPS1 em diferentes níveis, sendo a expressão maior nas plantas B5H.  
O estudo agora efectuado enquadra-se numa colaboração com os responsáveis pelo 









2.3. Stresse oxidativo 
As plantas, durante o seu ciclo de vida, estão expostas a diversas situações desfavoráveis, 
que se traduzem por desequilíbrios ou stresses, ao nível do seu desenvolvimento e 
crescimento, e portanto afectando a produtividade. Neste contexto, um stresse representa 
uma alteração significativa das condições favoráveis ao crescimento e desenvolvimento 
normal de um organismo, o que origina uma resposta, a diferentes níveis, que passam por 
alterações fisiológicas, bioquímicas, moleculares e ainda na expressão de genes (Buchanan 
et al., 2000).              
O stresse oxidativo é um factor chave no stresse abiótico a biótico que ocorre quando, ao 
nível da célula, ocorre um desequilíbrio entre a produção de espécies reactivas de oxigénio 
(reactive oxygen species, ROS) e a defesa antioxidante, o que originará alterações drásticas 
na fisiologia da célula (Foyer & Noctor, 2003). 
Elementos como o cobre e cádmio quando presentes em quantidades excessivas provocam 
stresse oxidativo nas plantas, que se deve à ocorrência na célula de reacções redox 
descontroladas que resultam na formação de ROS e peroxidação dos lípidos (De Vos et al., 
1992). 
 
2.3.1. Mecanismos de defesa e ROS 
2.3.1.1. Do oxigénio às espécies reactivas de oxigé nio 
As espécies reactivas de oxigénio são formas de oxigénio atmosférico (O2) parcialmente 
reduzidas que resultam do metabolismo aeróbio (Mittler, 2002; Apel & Hirt, 2004). São 
subprodutos que resultam da inversão do spin de um electrão do O2 para formar oxigénio 
singleto (1O2) ou da transferência de um, dois ou três electrões do O2 para formar, 
respectivamente, o radical superóxido (O2
●-), peróxido de hidrogénio (H2O2) ou o radical 
hidroxilo (HO●) (Mittler, 2002).  
Os principais locais de formação dos radicais de oxigénio são os organelos com elevada 
actividade metabólica oxidante ou com uma taxa elevada de transporte de electrões, como 
cloroplastos, mitocôndrias, e peroxissomas (Dat et al., 2000; Mittler et al., 2004). Entre as 
diversas fontes que proporcionam a formação de ROS destacam-se (Bartosz, 1997): 
→ a cadeia transportadora de electrões, nas mitocôndrias; 
→ os fotossistemas I e II, nos cloroplastos; 
→ processos que envolvem enzimas produtoras de O2
●- (por ex.: a xantina oxidase, 
aldeído oxidase, galactose oxidase, celobiose oxidase, NADPH oxidase); 
→ enzimas produtoras de H2O2 (por ex.: aldeído oxidase e xantina oxidase); 






→ auto-oxidação de flavinas reduzidas, tióis, catecolaminas, açúcares redutores e 
hemoproteínas. 
A produção de ROS nas plantas é, em condições normais de crescimento, relativamente 
baixa (Polle, 2001). No entanto, em condições adversas, como o stresse salino, térmico, 
seca, metais pesados, entre outros, verifica-se um aumento da produção de ROS (Mittler, 
2002). Consequentemente, são observados mais danos em situações de stresse pois a 
quantidade de ROS produzida é superior (Møller et al., 2007).  
Na presença de iões metálicos, o peróxido de hidrogénio pode ser reduzido, por iões 
superóxido, dando origem a radicais hidroxilo (HO●). Estes possuem uma reactividade muito 
superior aos radicais que lhe deram origem. Para a célula, o risco principal é colocado 
quando se formam radicais hidroxilo pois não existem mecanismos de eliminação destes 
radicais (Scandalios, 1993; Bartosz 1997; Apel & Hirt, 2004). Assim, a única forma de 
eliminar ou reduzir os danos, potenciais, deste radical é através do controlo das espécies 
que estão na sua origem (Apel & Hirt, 2004).    
 
2.3.1.2. O Papel duplo das ROS  
Actualmente são conhecidas duas funções das ROS. Por um lado, desempenham uma 
função fisiológica importante na planta pois, em quantidades muito reduzidas, actuam como 
moléculas sinalizadoras para a regulação do desenvolvimento, crescimento e do ciclo 
celular. Contudo, um aumento elevado da quantidade e acumulação de ROS pode provocar 
a activação de respostas de stresse e mecanismos de defesa por parte da planta (Mittler et 
al., 2004; Møller et al., 2007). Deste modo, a quantidade e tipos de ROS pode ser utilizada 
pela planta para monitorizar o seu nível de stresse intracelular, possibilitando a adaptação 
da planta a situações adversas (Mittler, 2002). 
As principais consequências do stresse oxidativo são a peroxidação dos lípidos da 
membrana, oxidação proteica, inibição enzimática e danos ao nível do DNA e RNA, 
provocando senescência, mau funcionamento da fotossíntese e necrose das folhas 
(Scandalios, 2002). Em situações limite, o stresse oxidativo, pode conduzir à morte celular 
devido ao aumento excessivo e descontrolado de ROS. Assim, é necessário um controlo 
rigoroso do nível de ROS, para prevenir a sua toxicidade e ao mesmo tempo permitir que as 
ROS actuem como sinalizadores do metabolismo celular (Mittler et al., 2002; Apel & Hirt, 
2004; Gechev et al., 2006). Os tipos de ROS na célula necessitam também de serem 
controlados pois as ROS têm diferentes graus de reactividade (Dat et al., 2000). 
A resposta da planta e das suas estruturas celulares às ROS dependem das ROS em 
questão bem como da sua concentração, local de produção e interacção com outras 







2.3.1.3. O Sistema de defesa antioxidante 
O estudo da actividade enzimática serve como critério de avaliação da fitoxicidade de metais 
pesados em plantas (Scandalios, 1993). Determinada a via preferencial de eliminação do 
poder tóxico por estes metais em plantas, podem ser traçadas estratégias de estudo e 
melhoramento genético, que possam condicionar tanto a sensibilidade como a tolerância a 
metais em diferentes cultivares. 
As estratégias para evitar o crescente aumento de metais pesados nas plantas são diversas, 
podendo incluir: 1) barreiras físicas de áreas contaminadas; 2) exsudação de agentes 
complexos na rizosfera; 3) ligação dos metais à parede celular; 4) efluxo de iões metálicos 
do simplasto; 5) prevenção do aumento do transporte de iões metálicos para a parte aérea; 
6) complexação com vários ligandos (por ex.: fitoquelatos2) no simplasto; 7) transporte de 
complexos ligandos metálicos no vacúolo; 8) armazenamento de iões metálicos no vacúolo 
por complexação com ligandos do vacúolo; e 9) formação de enzimas resistentes ao metal 
para minimizar os danos internos causados por toxicidade (Hall, 2002) 
A regulação entre a produção e degradação de ROS é efectuada através de mecanismos 
antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos (Dat et al., 2000; Mittler, 2002; Scandalios, 
2002). Qualquer desequilíbrio entre a produção de ROS e moléculas antioxidantes devido 
quer ao excesso de ROS ou à falha do sistema antioxidante, provoca stresse oxidativo 
(Scandalios, 2002). 
 
2.3.1.4. O sistema antioxidante enzimático 
Os mecanismos enzimáticos incluem sistemas enzimáticos capazes de remover, neutralizar 
e/ou eliminar radicais livres (Scandalios, 1993). Os parâmetros que determinam a 
contribuição das diferentes enzimas na eliminação do efeito nocivo, provocado pelas ROS 
são a afinidade para o substrato, taxa de reacção e a concentração da enzima, nos 
diferentes compartimentos celulares (Mittler et al., 2004). Entre os principais mecanismos 
antioxidantes enzimáticos, destaca-se a importância da catalase (CAT), superóxido- 
dismutase (SOD) e ascorbato-peroxidase (APX) (Scandalios, 1993; Mittler, 2002; Apel & 
Hirt, 2004; Mittler et al., 2004). 
De modo a minimizar os danos infligidos pelas ROS, as plantas desenvolveram sistemas de 
antioxidantes enzimáticos (Figura 1) e não enzimáticos (Mittler, 2002; Apel & Hirt, 2004). O 
balanço ou equilíbrio entre as actividades SOD e CAT, APX e POD é fundamental, pois 
determina os teores de ROS (superóxido, peróxido de hidrogénio, entre outro na célula. 
 
                                                 
2 Péptidos que consistem em três aminoácidos (cisteína, glicina e glutamato) formando uma unidade que se 
repete várias vezes de acordo com a conformação (γ-GluCys)n-Gly, onde n (n = 2 até 11) é o número de 







Figura 1.  Representação esquemática das principais fontes de ROS e dos principais mecanismos enzimáticos 
envolvidos na eliminação do poder tóxico das ROS (Adaptado de Gechev et al., 2006). 
 
 
2.3.1.4.1. Catalase (CAT)  
A CAT (catalase) é uma enzima que se encontra sobretudo nos peroxissomas, onde 
promove a decomposição do H2O2 a uma taxa extremamente elevada (Scandalios, 2005). 
Por possuir uma constante de Michaelis bastante elevada não é facilmente saturada pelo 
H2O2, o que permite manter um controlo da concentração intracelular de H2O2 (Scandalios, 
2005). 
Segundo este autor, dependendo da concentração de H2O2, a CAT pode exercer uma dupla 
função: em reduzidas concentrações de H2O2 (<1 µM) actua como “peroxidase”, ou seja, 
pode utilizar dadores de hidrogénio diferentes do H2O2 (por ex.: etanol e ácido ascórbico) 
que são oxidados da seguinte forma: 
RH2 + H2O2 → R + 2 H2O 
 
Em elevadas concentrações de substrato, a CAT decompõe o H2O2 a uma taxa, muito 
elevada, utilizando uma reacção catalítica na qual o H2O2 actua como aceitador e dador de 
moléculas de hidrogénio, de acordo com o esquema reaccional: 














Entre as enzimas que degradam o H2O2, a CAT é a única que consegue catalisar este 
substrato sem consumir equivalentes redutores constituindo, assim, um mecanismo eficiente 
de remoção de H2O2 (Scandalios, 2005; Gechev et al., 2006).  
Para além dos peroxissomas, localiza-se ainda nos glioxissomas e organelos onde existam 
enzimas produtoras de H2O2, como a glicolato oxidase. Actualmente conhecem-se 3 
isoformas desta enzima (Dat et al., 2000). 
Apesar de a CAT ser responsável pela eliminação de elevadas quantidades de H2O2, a sua 
localização é quase restringida aos peroxissomas o que limita a sua capacidade para 
manter os teores de H2O2 baixos o suficiente para prevenir danos noutros compartimentos 
celulares, como nos cloroplastos (Asada, 1992). 
 
2.3.1.4.2. Ascorbato-peroxidase (APX) 
A APX (ascorbato-peroxidase) caracteriza-se por possuir uma elevada especificidade para o 
ascorbato, sendo a enzima responsável pela eliminação do poder tóxico do H2O2, no 
cloroplasto e citosol, das células vegetais. Existem duas isoformas da enzima APX, uma no 
cloroplasto e outra no citosol, que diferem na especificidade para o substrato, pH óptimo e 
sensibilidade em relação à falta de ascorbato no meio (Asada, 1992).   
A APX requer um sistema de regeneração de ascorbato e glutationa reduzida, o ciclo 

















Ao eliminar o H2O2, convertendo-o em H2O, ocorre oxidação do ascorbato a 
monodesidroascorbato (MDA), o qual pode ser regenerado pela MDA-redutase, que utiliza 
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desidroascorbato. A regeneração do ascorbato é mediada pela desidroascorbato-redutase 
(DHAR), que é conduzida pela oxidação da glutationa (Apel & Hirt, 2004). 
Os valores de afinidade para o H2O2 das enzimas APX (µM) e CAT (mM) sugerem que estas 
enzimas pertençam a diferentes classes com diferentes funções nas células. Assim, a APX 
pode ser responsável pela modulação fina de ROS, para funções de sinalização, enquanto a 
CAT pode ser responsável pela remoção do excesso de ROS, durante o stresse (Mittler, 
2002).  
 
2.3.1.4.3. Peroxidase (POD) 
Após a conversão dos iões superóxido a H2O2, este radical pode ser convertido a água 
pelas peroxidases (POD). Estas enzimas encontram-se presentes no citosol, mitocôndria, 
peroxissoma e membrana plasmática. A SOD e POD devem ser co-reguladas durante o 
stresse pois um desequilíbrio no rácio entre SOD e POD, na presença de iões metálicos 
causa a conversão do H2O2 em radicais hidroxilo, via reacções de Fenton (Kültz, 2005). A 
reacção catalisada pela POD encontra-se ilustrada em seguida, onde AH2 e A representam 
o guaiacol (substrato reduzido) e o tetraguaiacol (substrato oxidado), respectivamente.  
 
H2O2 + AH2 → H2O + ROH + A 
 
As plantas são ricas em peroxidases, enzimas que removem o H2O2 utilizando este para 
oxidar um co-substrato. Muitas peroxidases de plantas não são específicas, utilizando 
diversos co-substratos (Halliwell, 2006). 
Dado que as peroxidase estão envolvidas em vários processos fisiológicos como, 
metabolismo da auxina, formação de lenhina e suberina, defesa contra patogéneos e 
alongamento celular, entre outros, são facilmente detectadas (Passardi et al., 2005).  
Existem várias diferenças que levam a considerar a POD funcionalmente distinta da APX 
(Assada, 1992) pois a sequência de aminoácidos entre estas enzimas é diferente para além 
das peroxidases serem glicoproteínas e as APXs não.  
A família da peroxidase utiliza uma vasta gama de substratos como dador de electrões 
enquanto a APX é altamente específica para o ascorbato (como dador de electrões). No 
entanto, a APX também pode utilizar o guaiacol ou outros substratos (Mittler & Zilinskas, 
1991).     
 
2.3.1.4.4. Superóxido-dismutase (SOD) 
A SOD é responsável pela dismutação do radical O2
●- em H2O2 (Scandalios, 2005), de 
acordo com o seguinte esquema reaccional: 
2 O2






Esta enzima a única enzima, das plantas, capaz de eliminar o poder tóxico causado pelo 
radical O2
●-, formando-se H2O2 que é posteriormente eliminado pela CAT ou através da 
ascorbato-peroxidase (Gechev et al., 2006). 
Esta enzima encontra-se presente em todos os compartimentos celulares, sejam 
mitocôndrias, cloroplastos, glioxissomas, peroxissomas, apoplasto e citosol. À semelhança 
da CAT, também esta enzima possui múltiplas isoformas, dependendo do metal, ferro (Fe), 
manganês (Mn) ou cobre-zinco (Cu-Zn), co-factor desta enzima. Consoante o co-factor, a 
SOD é classificada como: SOD-Fe, SOD-Mn e SOD-Cu-Zn (Alscher et al., 2002).  
Segundo estes autores as SODs Fe/Cu-Zn encontram-se em cloroplastos e a SOD-Mn em 
mitocôndrias e peroxissomas. 
     
2.4. Stresse osmótico e Osmoprotectores 
As plantas respondem às diferentes condições de stresse de diversas formas, todavia 
diferentes tipos de stresse, frequentemente conduzem a resultados similares. Ao nível 
celular, os stresses abióticos, em especial o défice hídrico (secura e salinidade) provoca 
uma redução da pressão potencial. Os solutos celulares concentram-se devido à perda de 
água e são activamente acumulados para manter o citosol osmoticamente equilibrado. O 
ajuste osmótico é por conseguinte um factor muito importante na tolerância ao stresse 
abiótico (Cherian et al., 2006). 
Uma das estratégias de defesa das plantas contra diversos stresses consiste acumulação 
intracelular de osmólitos (osmoreguladores), mais compatíveis com a fisiologia das 
estruturas intracelulares. A osmoregulação facilita a retenção de água, no citosol, 
protegendo as membranas, complexos proteicos e estruturas celulares (Cherian et al., 
2006). 
Entre os principais osmorreguladores destacam-se os polióis (glicerol, sorbitol, manitol); 
açúcares não-redutores (sacarose, trealose); aminoácidos e derivados (glutamato, prolina e 
betaína) (Cherian et al., 2006). Os osmorreguladores são, normalmente, moléculas 
altamente polares, solúveis em água, não electrólitos, não tóxicas e não provocam efeitos 
substanciais no equilíbrio de cargas. 
Os dissacáridos não-redutores, como a trealose ou sacarose, desempenham um papel 
único na biosfera, na medida em constituem uma fonte de energia solúvel, podendo ainda 
funcionar como agentes protectores (Paul et al., 2008).  
A trealose é um açúcar raro, com capacidades únicas que protegem as biomoléculas dos 
stresses ambientais. O aumento da acumulação de trealose em cultivares pode melhorar a 
tolerância à secura e salinidade (Penna, 2003). 
A modificação da biossíntese da trealose ou do teor em trealose-6-fosfato pode melhorar a 




2.4.1. A TREALOSE  
A trealose é um dissacárido não
abundante, em diversos organismos, como bactérias, fungos e invertebrados (Paul, 2007). 
Muitos destes organismos produzem e armazenam trealose, algumas vezes até 10 a 20 % 
do seu peso seco. A formação de trealose é induzida por diversas condições de 
como, calor, desidratação, entre outras. Várias investigações
acumulação da trealose protege as proteínas e membranas da desnaturação (Elbein 
2003). 
Com a descoberta da existência em 
síntese das enzimas envolvidas na síntese da trealose, a trealose
e a trealose-6-fosfato-fosfatase (TPP), (
claro que o metabolismo da trealose é ubíquo das plantas (
Na natureza, a trealose é um dissacárido constituído por duas moléculas de 
ligadas por uma ligação glicosídica 
A estrutura química da trealose encontra
Figura 3. Estrutura química da trealose (retirado de wikipedia)
 
A trealose possui dois isómeros, a neotrealose, com ligação 
β-β. Os três isómeros representam moléculas bastantes estáveis (Paul 
A trealose não tem propriedades redutoras e
estabilidade e baixa reactividade. Entre valores de pH 3,5 e 10
resistir a temperaturas de 100 ºC sem sofrer hidrólise. Na célula, a trealose protege as 
proteínas e as membranas da sec
a água estrutural, estabelecendo ligações entre os seus grupos hidroxilo e os grupos polares 
das proteínas ou das membranas (Behm, 1997; Paul 
A trealose é mais eficiente a proteger a
dissacáridos, em parte, devido a não cristalizar de imediato, entrando em estado vítreo 
(Behm, 1997). Durante a secura a trealose forma uma estrutura vítrea amorfa, que limita o 
movimento molecular, prevenindo a agreg
A configuração α-1,1 é fundamental para que a trealose preserve a estrutura das 
membranas, e os análogos desta configuração da trealose, como a neotrealose ou 
sacarose, não demonstram possuir esta propriedade (
______________________________
-redutor de glucose, podendo ser encontrado, de forma 
 realizadas
Arabidopsis, de genes funcionais responsáveis pela 
-6-fosfato
Blázquez et al., 1998; Vogel et al
Schluepmann 
α-1,1.  
-se representada na Figura 3. 
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et al
 é conhecida pela sua capacidade protectora, 
, este dissacárido consegue 
ura (desnaturação), devido à sua capacidade de substituir 
et al., 2008).  
s membranas em desidratação que outros 
ação das proteínas e a difusão de radicais livres.
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., 1998), tornou-se 










 A biossíntese de trealose (Figura 4) ocorre em duas etapas. Duas moléculas de glucose 
são juntas e fosforiladas pela acção da enzima trealose-6-fosfato-sintetase (TPS), formando-
se trealose-6-fosfato (T6P). Esta é então desfosforilada pela enzima trealose-6-fosfato-
fosfatase (TPP) dando origem à trealose. A trealose é degradada pela acção da trealase 







A síntese de TPS é considerada um factor chave no metabolismo da trealose dado que as 
fosfatases endógenas podem “ocupar” o papel da TPP (Romero et al., 1997).  
Contudo ainda não claro se a influência, noutras vias metabólicas, se deve ao papel da 
trealose ou trealose-6-fosfato (Schleupmann et al., 2003). 
 
2.4.1.1. A influência da trealose no metabolismo ce lular  
Devido à reduzida quantidade de trealose acumulada nas plantas, com excepção de plantas 
altamente tolerantes à secura, é improvável que a trealose esteja directamente envolvida na 
protecção contra os diversos stresses. Contudo, a biossíntese da trealose está associada a 
outros processos metabólicos (Goddijn & Smeekens, 1998; Garg et al., 2002; Wingler, 2002; 
Karim et al., 2007) tais como o metabolismo do carbono com consequências no crescimento 
e desenvolvimento das plantas.  
A biossíntese de trealose, em leveduras, desempenha um papel importante na regulação do 
metabolismo do carbono. Por exemplo, o precursor da trealose, a trealose-6-fosfato impede 
um fluxo descontrolado da glucose para a glicólise, devido à inibição da hexocinase 
(Thevelein & Hohmann, 1995). Ora tendo em conta que a hexocinase actua na sinalização 
de açúcares, em leveduras é possível que actue também em plantas. 
Goddijn & Smeekens (1998) referem que a trealose-6-fosfato (T6P) pode estar envolvida na 
regulação de vias metabólicas em plantas. 
Em Arabidopsis, a trealose induz fortemente a expressão do gene ApL3, responsável pela 
síntese da enzima ADP-glucose pirofosforilase, que é a primeira enzima envolvida na 
biossíntese de amido. A indução de ApL3 conduziu ao aumento da actividade ADP-glucose 
pirofosforilase e da acumulação substancial de amido na parte aérea, simultaneamente 





2 x Glucose 
Trealase 
UDP H2O H2O Pi 






Garg et al. (2002) verificaram em plantas de arroz transgénico, sobre-expressando os genes 
(otsA e otsB, de origem Escherichia coli) responsáveis pela síntese de trealose, maior 
tolerância aos stresses, salinidade, secura e baixas temperaturas.  
Estes autores verificaram que a acumulação de trealose na parte aérea nas plantas 
transformadas está fortemente correlacionada com a tolerância às diferentes condições de 
stresse. 
A maior capacidade fotossintética à priori da condição de stresse permite uma maior 
exportação (sink) para os produtos da fotossíntese, assim como durante o stresse e portanto 
limitando a extensão dos danos fotooxidativos pelo excesso de luz. Desta forma as plantas 
transformadas puderam apresentar um crescimento mais vigoroso durante as condições de 
stresse a que forma submetidas (Garg et al., 2002).  
Garg et al. (2002) sugerem que nas plantas a trealose actua como regulador da sinalização 
do metabolismo dos açúcares e por conseguinte está associada à expressão de genes 
responsáveis pelo metabolismo do carbono. 
No que diz respeito ao efeito da trealose no sistema antioxidante enzimático não são 
conhecidas quaisquer investigações (Luo et al., 2008). Por outro lado, apenas até 
recentemente, através da investigação de Luo e seus colaboradores se começou a 
desvendar se a trealose protege indirectamente estas enzimas e/ou se elimina directamente 
as ROS. 
Estes investigadores avaliaram o papel da trealose, em Triticum aestevum L., a diferentes 
temperaturas, na protecção das enzimas APX, CAT e SOD e se a trealose poderia eliminar 
as ROS (H2O2 e O2
●-). 
Estes autores observaram também que a eliminação do ião O2
●- foi tanto maior quanto maior 
o teor de trealose em solução (10, 20, 30, 40 e 50 mM). À temperatura de 22 ºC, a solução 
que continha enzimas (ausência de trealose) eliminou cerca de 10 % do controlo (solução 
tampão fosfato, sem enzimas e trealose). Na presença de enzimas e trealose 
(particularmente a 50 mM de trealose) a eliminação foi de 50 %, ou seja, 5 vezes superior à 
verificada na solução com enzimas e na ausência de trealose. Sobre choque térmico (45 a 
65 ºC) a eliminação do ião superóxido diminuiu, devido à inibição enzimática.   
O efeito da trealose na eliminação do H2O2 foi globalmente semelhante ao verificado para o 
superóxido, no entanto, para as diversas concentrações de trealose e de temperatura, a 
percentagens de eliminação do H2O2 foram consideravelmente superiores àqueles 
verificados para o ião superóxido. Relativamente à SOD, na ausência de trealose, a sua 
actividade decresceu com o aumento da temperatura. No entanto, na presença de trealose 
(40, 80 e 150 mM) a actividade da SOD aumentou, indicando que a trealose pode proteger a 
SOD de inactivação térmica. A extensão da protecção (embora evidente) não é clara pois a 






A actividade da APX (a 22, 45, 55 e 65 ºC), na presença de trealose (40, 80 e 150 mM), foi 
sempre inferior à verificada na sua ausência, em particular 22 ºC, onde existiu uma redução 
significativa. Para a CAT observou-se uma tendência semelhante, mas a 22 ºC, na presença 
de trealose, houve um aumento de cerca de 7% na sua actividade (Luo et al., 2008).  
Paralelamente foi observado que a actividade da água não teve influência significativa na 
actividade das enzimas, pois sabe-se que o aumento de concentração de osmólitos diminui 
a actividade da água das soluções (Luo et al., 2008).     
No Quadro 1 estão indicadas a(s) característica(s) produzida(s) pela modificação da 
biossíntese da trealose, em plantas transgénicas, em diferentes plantas, em função do tipo 
de transformação introduzida. 
 
Quadro 1.  Característica(s) produzida(s) pela modificação da biossíntese da trealose, em plantas transgénicas. 
Característica(s) produzida(s) pela modificação da biossíntese da trealose  
Modificação  Espécie  Característica(s)  Referência  
Aumento da actividade da 
TPS 
Tabaco 
Aumento da capacidade fotossintética; 
Tolerância à secura; 
Aumento da taxa germinativa; 
Acumulação de trealose-6-fosfato e sacarose; 
Pellny et al., 2004 
Romero et al., 1997 
Pilon-Smits et al., 1998 
Almeida et al., 2005 
Almeida et al., 2007 
Arabidopsis 
 
Aumento do teor de amido; 
 
Aumento de sacarose 
Kolbe et al., 2005 
 




Aumento do teor de amido; 
 
Selecção de marcadores para transformação 
de plantas 
Leyman et al., 2006 
 
Kolbe et al., 2005 
 




Aumento da área foliar específica e capacidade 
fotossintética por planta; 
Aumento da taxa de crescimento relativa e da 
biomassa das plantas 
Pellny et al., 2004 
Arabidopsis Inibição radicular em sacarose 
Schluepmann et al., 
2003 
Aumento conjunto da 
actividade da TPS e TPP 
Tabaco Tolerância à secura Pilon-Smits et al., 1998 
Arroz 
Tolerância à secura e salinidade; 
Aumento da capacidade fotossintética 
Garg et al., 2002 
Inibição da actividade TPS Arabidopsis 
Acumulação acentuada de sacarose e amido; 
Diminuição da divisão celular; 
Alteração da espessura da parede celular 
Gómez et al., 2006 
Inibição da actividade TPP Milho Influência na arquitectura da inflorescência 









2.5. Metais pesados  
Considera-se metal pesado todo o elemento que possua uma densidade superior a 5 g cm-3 
e assim sendo, o cádmio e cobre constituem metais pesados.  
A fitotoxicidade de metais pesados como o cádmio ou cobre é um fenómeno bem 
documentado e há muito conhecido. No entanto, os mecanismos de indução de toxicidade 
ainda não estão completamente compreendidos (Gallego et al., 1996; Olmos et al., 2003; 
Benavides et al., 2005; Lin et al., 2007). 
Os sintomas de toxicidade observados nas plantas, devido à presença excessiva de metais 
pesados podem dever-se a um conjunto de interacções a nível celular (Hall, 2002).  
Os metais pesados podem induzir stresse oxidativo, mas as respostas do sistema 
antioxidante apresentam resultados variáveis e controversos (Schützendübel et al., 2001; 
Vitória et al., 2001). 
 
2.5.1. Cádmio 
2.5.1.1. Origem, teores e formas de cádmio no solo 
O cádmio (Cd) é um metal pesado (densidade = 8,6 g cm-3) considerado um poluente 
ambiental importante, em particular, onde a pressão antropogénica é elevada. A sua 
presença na atmosfera, solo e água, mesmo em quantidades vistigiais podem provocar 
sérios problemas para todos os organismos, por ex. através da sua bioacumulação na 
cadeia alimentar, o que do ponto de vista do ser humano é de todo indesejável (di Toppi & 
Gabbrielli, 1999). 
De acordo com estes autores, a assimilação deste metal depende da sua concentração no 
solo e da sua biodisponibilidade, modulada pelo teor de matéria orgânica, pH, potencial 
redox, temperatura e a concentração de outros elementos (di Toppi & Gabbrielli, 1999). 
A mobilidade do cádmio no solo depende, do pH (diminui com o aumento deste), da 
quantidade de colóides e do teor de matéria orgânica. A sua disponibilidade é ainda baixa 
em solos alagados. Pelo contrário, as plantas absorvem mais cádmio em solos ácidos e em 
solos salinos, devido à formação de complexos solúveis com o ião cloreto (CdCl+) 
(Varennes, 2003). 
No ambiente aparece, sobretudo, como resultado de actividades antropogénicas como, 
indústrias ligadas ao processamento de metais, centrais eléctricas, sistemas de 
arrefecimento e tráfego urbano. É largamente utilizado em pigmentos, estabilizadores de 
plásticos, baterias de níquel-cádmio (di Toppi & Gabbrielli, 1999) e fertilizantes fosfatados 
(Wagner, 1993). Solos contendo teores entre 0,32 e 1 µM consideram-se poluídos (di Toppi 






Em áreas onde a actividade antropogénica é reduzida, a existência de cádmio pode dever-
se ao processo de mineralização das rochas (di Toppi & Gabbrielli, 1999). Na natureza o 
cádmio encontra-se, sobretudo, associado ao zinco. Em solos não contaminados estima-se 
que o teor de Cd varia entre 0,04 e 0,32 mM (Wagner, 1993).   
 
2.5.1.2. O cádmio nas plantas 
O cádmio é um elemento não essencial, considerado um dos metais pesados mais tóxicos, 
que provoca efeitos nefastos no metabolismo geral da planta (Benavides et al., 2005; Gratão 
et al., 2005) e induz stresse oxidativo (Schützendübel et al., 2001; Vitória et al., 2001). 
Diversos estudos sugerem que cádmio pode produzir stress oxidativo quer por induzir a 
produção de ROS quer por diminuir a actividade enzimática e não enzimática antioxidante 
(Gallego et al., 1996; Sandalio et al., 2001).     
 Diversos estudos indicam que o cádmio é fortemente fitotóxico e induz inibição do 
crescimento, podendo mesmo causar a morte da planta. No entanto, os mecanismos 
envolvidos na sua toxicidade ainda não são totalmente compreendidos (Das et al., 1998; 
Sandalio et al., 2001; Lin et al., 2007). 
O particular perigo do cádmio é o de que ele não actua necessariamente como indicador de 
níveis tóxicos para o Homem e animais visto que as plantas toleram níveis mais elevados de 
cádmio que o Homem e animais (Mengel & Kirkby, 2001).    
O desenvolvimento de stresse oxidativo depende da espécie de planta, da sua idade, 
duração e intensidade do tratamento e parece estar relacionada com o teor de cádmio nos 
compartimentos metabolicamente activos, como o citosol (Iannelli et al., 2002; Sandalio et 
al., 2001; Vitória et al., 2001; Wu et al., 2003).   
Outro efeito que também é provocado por stresse oxidativo é o aumento da peroxidação dos 
lípidos, que é expressa pelo aumento do teor de malondialdeído (MDA) (Gallego et al., 1996; 
Chaoui et al., 1997; Dixit et al., 2001; Sandalio et al., 2001). 
A abertura estomática e fotossíntese são sensíveis à acção do cádmio, verificando-se uma 
redução da taxa fotossintética, do teor de clorofila e da abertura estomática (di Toppi & 
Gabbrielli, 1999; Sandalio et al., 2001). 
A causa base de toxicidade do cádmio, provavelmente, deve-se à grande afinidade entre 
este e os grupos tiol (SH) das enzimas e outras proteínas. Por conseguinte, a presença do 
cádmio afecta a actividade enzimática. Nas plantas o excesso de cádmio pode afectar o 
metabolismo do ferro e provoca cloroses (Mengel & Kirkby, 2001).     
A acumulação de cádmio interfere na assimilação, transporte e utilização de diversos 






Maksymiec & Krupa (2006) evidenciaram que o cádmio (100 µM) estimula a rápida produção 
de radicais de oxigénio (H2O2 e O2
●-).  
O cádmio interfere com muitas funções celulares principalmente por formar complexos com 
os grupos laterais de compostos orgânicos como, proteínas, lípidos e nucleótidos, 
resultando na inibição da expressão genética e actividades metabólicas. Apesar de não 
produzir directamente radicais hidroxilo, através de das reacções de Fenton ou Haber-
Weiss, o cádmio produz ROS e gera stress oxidativo (di Toppi & Gabbrielli, 1999)     
Estudos em Pisum sativum L. cv. Azad evidenciam um aumento da peroxidação lipídica, do 
teor de H2O2 e das actividades da CAT, APX, SOD (Dixit et al., 2001). Por outro lado 
Sandalio et al. (2001) observaram um decréscimo na actividade da APX e CAT. 
Após exposição de cádmio, durante 48 h, observou-se um decréscimo severo nas 
actividades da SOD e CAT, e uma perda de actividade quase total na actividade da APX 
(Schützendübel et al., 2001).   
 
2.5.2. Cobre 
2.5.2.1. Origem, teores e formas de cobre no solo  
No presente existe uma preocupação crescente com a fitoxicidade provocada pelo cobre. 
Quando em teores excessivos, o cobre (densidade = 8,9 g cm-3) é considerado 
contaminante importante, podendo ser libertado no ambiente através de actividades 
antropogénicas, resultantes da acumulação de fertilizantes, de chorumes e estrumes de 
aviários e pocilgas, fungicidas, bactericidas e indústria mineira (Pilon-Smits & Pilon, 2002; 
Dučić & Polle, 2005). 
No solo, grande parte do cobre está presente na estrutura de vários minerais, onde substitui 
o manganésio, o ferro e o magnésio (substituições isomorfas). Em condições oxidantes 
praticamente não se formam óxidos, carbonatos ou sulfatos, dada a baixa concentração do 
elemento na solução do solo. O cobre pode também encontrar-se adsorvido quimicamente 
nos colóides minerais do solo, no complexo de troca, quelatado ou em solução (Varennes, 
2003).  
No solo, os iões Cu2+, encontram-se fortemente ligados às partículas do solo devido à sua 
tendência para formar complexos estáveis (Marschner, 1995).  
De facto, o cobre é de todos os micronutrientes catiões, aquele que forma quelatos mais 
estáveis com ligandos orgânicos.  
O cobre ocorre nos solos quase exclusivamente na forma divalente Cu2+ (Mengel & Kirkby, 
2001). A concentração do cobre (II) na solução do solo é depende da sua adsorção às 






solo, não sendo praticamente lixiviado para as camadas mais profundas do solo (Mengel & 
Kirkby, 2001).    
Geralmente, o teor de ião cobre (Cu2+) em solução é muito baixo (1 x 10-5 e 6 x 10-4 mol/m3) 
e diminui com o aumento do pH (Varennes, 2003; Mengel & Kirkby, 2001). Na solução do 
solo não contaminado, a concentração de cobre varia entre o nanomolar e micromolar 
(Marschner, 1995). 
 
2.5.2.2. O cobre nas plantas 
O cobre (Cu) é um micronutriente essencial às plantas, actuando como elemento estrutural 
em metaloproteínas, muitas das quais estão envolvidas na cadeia transportadora de 
electrões, na mitocôndria e cloroplastos, bem como na resposta ao stresse oxidativo (Gratão 
et al., 2005; Raven et al., 1999). Está ainda envolvido no metabolismo da parede celular, 
sinalização de hormonas, no metabolismo de proteínas e mobilização do ferro (Pilon et al., 
2006; Yruela, 2005).  
Uma característica particular e importante do Cu+ é a sua capacidade para se ligar a 
pequenas moléculas com O2, o que explica porque o cobre é um co-factor num grande 
número de oxidases (Kramer & Clemens, 2005). Assim, o cobre é co-factor de diversas 
enzimas como Cu/Zn superóxido-dismutase (SOD), citocromo c-oxidase, amino-oxidase, 
plastocianina e polifenol oxidase (Yruela, 2005).  
No ambiente celular, o cobre pode existir em dois estados de oxidação, Cu2+ e Cu+. Portanto 
o cobre é um elemento redox activo e, enquanto ligado a proteínas, pode ser utilizado em 
reacções de transferência. A forma Cu2+ frequentemente liga-se ao azoto das cadeias 
laterais de histidina, enquanto a forma Cu+ geralmente liga-se ao enxofre da cisteína ou 
metionina (Marschner, 1995).    
 A concentração de cobre necessária nas partes vegetativas das plantas varia entre 1 a 5 µg 
g-1 peso seco. Estes valores podem variar substancialmente dependendo da espécie, 
estágio de desenvolvimento e factores ambientais como o teor de azoto disponível 
(Marschner, 1995). 
De acordo com Marschner (1995) por ser um micronutriente essencial, podem verificar-se 
situações de deficiência deste elemento na planta. Na planta considera-se haver deficiência 
deste elemento, quando o teor de cobre varia entre 1 a 5 mg kg-1 peso seco (Marschner 
1995). 
Considerando que o papel do cobre na cadeia transportadora de electrões e oxidases, 
alguns dos efeitos mais evidentes, originados pela deficiência de cobre, são a redução da 






alterações anatómicas. Também os tecidos reprodutivos são severamente afectados 
(Marschner, 1995). 
Do ponto de vista molecular, pouco se conhece acerca dos efeitos e respostas que resultam 
da deficiência de cobre (Kramer & Clemens, 2005).  
Contudo, quando em teores excessivos, este elemento tornar-se fitotóxico para as plantas. 
Neste contexto, Marschner (1995) refere que, para teores de cobre acima de 20 a 30 µg g-1 
peso seco podem ser observados sintomas de toxicidade. Os sintomas associados ao 
excesso de cobre podem ser cloroses, necroses e inibição do crescimento (Marschner 1995; 
Yruela, 2005). 
A exposição a teores excessivos de cobre conduz à inactivação de metabolitos ou proteínas, 
através da ligação entre estes, por exemplo, aos grupos tiol das enzimas. Pode ainda 
causar oxidação dos grupos tiol das proteínas, provocando a perda de estrutura, com 
consequente perda de funcionalidade (Van Assche & Clijsters, 1990).   
O excesso de iões cobre estimula a síntese de fitoquelatos, o que leva à formação de 
complexos metal-fitoquelatos, o que origina uma redução do teor de glutationa reduzida (De 
Vos et al., 1992). Os fitoquelatos permitem, através da sua ligação ao cobre, reduzir a sua 
fitotoxicidade.  
Dois modos possíveis de toxicidade, associada ao cobre, discutidos frequentemente são: 
efeitos inibitórios do fotossistema II e danos nas membranas devido à peroxidação lipídica. 
Dada a capacidade para mudar o seu estado redox, sobre condições fisiológicas, o cobre 
pode provocar stresse oxidativo directo. Os iões Cu+ podem reagir, segundo as reacções de 
Fenton, com o H2O2 gerando radicais hidroxilo (HO
●), uma das moléculas mais reactivas nos 
sistemas biológicos (Marschner, 1995). 
Os iões Cu2+, segundo a reacção Haber-Weiss, podem ser reduzidos pelos radicais 
superóxido O2
●-, podendo reagir de seguida com o H2O2 (Bartosz 1997; Kramer & Clemens, 
2005).  
Deste modo o cobre possui a capacidade de gerar danos oxidativos e interferir com 
estruturas e processos celulares importantes como a fotossíntese, síntese de pigmentos 
fotossintéticos, permeabilidade da membrana celular e outros mecanismos metabólicos, 













2.5.3. Iões metálicos e o metabolismo secundário  
A exposição das plantas a certos iões metálicos altera o balanço do metabolismo de radicais 
livres, resultando numa acumulação de H2O2. Na presença de metais de transição redox 
activos, como Fe2+ ou Cu+, o H2O2 pode ser convertido a radicais hidroxilo (HO
●) altamente 
reactivos, numa reacção catalisada pelo metal via reacção de Fenton. Os iões metálicos 
oxidados passam por uma re-redução, numa reacção subsequente com os radicais 
superóxido (O2
●-). Um mecanismo alternativo que também origina radicais HO●, partindo 
directamente de H2O2 e O2
●-, sendo independente da presença do metal, designa-se 
reacção de Haber-Weiss (Mithofer et al., 2004). 
Em seguida apresentam-se os esquemas reaccionais associados às reacções de Fenton e 
Haber-Weiss (Mithofer et al., 2004). 
 
Reacção de Fenton: 
H2O2 + Fe
2+/Cu+  →  •OH  +  OH-  +  Fe3+/Cu2+ 
O2
●- +  Fe3+/Cu2+  →  Fe2+/Cu+  +  O2 
 
Reacção de Haber-Weiss: 
H2O2  +  
•O2
-   →  •OH  +  OH-  +  O2 
 
O radical •OH é uma das espécies mais reactivas conhecidas. Devido à sua capacidade 
para iniciar reacções em cadeia, formando radicais, é responsável por modificações 
químicas irreversíveis de vários componentes celulares. 
Outras espécies de ROS que podem estar, principalmente, na peroxidação dos lípidos são, 
o ião superóxido (O2
●-), o radical hidroperóxido (•O2H). Estas espécies existem, 
naturalmente, em equilíbrio. Como o cádmio não é um metal de transição, não participa na 
reacção de Fenton, o que pressupõe a existência de um mecanismo diferente que causa a 
formação de ROS. Uma possível explicação é que os iões Cd2+ inibem a actividade 
antioxidante das enzimas. O que por conseguinte, implica uma acumulação natural de ROS 
(Mithofer et al., 2004).  





3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1. Delineamento experimental 
3.1.1. Local do ensaio 
O ensaio decorreu numa câmara climatizada, existente no Horto, pertencente ao 
Departamento de Química Agrícola e Ambiental do Instituto Superior de Agronomia. 
Na câmara existe um painel de lâmpadas fluorescentes ligadas a um temporizador e a um 
aparelho de ar condicionado, o que permite controlar a exposição de luz, o fotoperíodo, a 
temperatura e a humidade relativa. Para o efeito, utilizou-se um fotoperíodo de 12 horas de 
luz e uma temperatura que variou entre 24 e 28 ºC. 
 
3.1.2.  Material vegetal 
Para o ensaio foram utilizadas sementes de tabaco (Nicotiana tabacum L.), cultivar Petit 
Havana, de duas linhas homozigóticas transformadas com o gene AtTPS1 (B1F e B5H) e 
sementes de linhas wild type (WT), sendo estas últimas destinadas ao controlo.  
As sementes, wild type e transgénicas, foram obtidas no Instituto de Tecnologia Química e 
Biológica (ITQB). As sementes transgénicas obtidas enquadraram-se num trabalho realizado 
no ITQB. O estudo agora efectuado enquadra-se numa colaboração com os responsáveis 
pelo seu desenvolvimento, Doutores André Almeida e Pedro Fevereiro. 
 
3.1.3. Sementeira 
Para a germinação das sementes, WT, B1F e B5H, foram utilizados 3 tabuleiros, 
respectivamente identificados (WT, B1F e B5H) e cilindros de turfa.  
Em cada um dos tabuleiros foram colocados 10 cilindros de turfa, previamente 
humedecidos. Por cilindro foram dispostas 5 a 6 sementes. 
Os cilindros foram humedecidos com água destilada, quando necessário, de modo a garantir 
um adequado fornecimento de água para a germinação das sementes.  
A germinação ocorreu volvidos 4-5 dias. Após a germinação das sementes, as plântulas 







3.1.4. Transplantação e instalação
Aquando da transplantação as
água destilada para remover os resíduos de turfa
orifícios das tampas de modo a ficarem totalmente imersas na solução. Para cada caixa 
foram escolhidas 7 plântulas que apresentassem sens
A transplantação das plântulas ocorreu 19 dias após a sementeira. Nesta fase, as plântulas 
foram transferidas da turfa para caixas de plástico, de 2 L de capacidade, cujas tampas 
foram previamente perfuradas para inserção das
cada linha, WT, B1F e B5H.  
As caixas foram identificadas com a respectiva modalidade de tratamento, desc
Figura 5, e com a linha de plantas respectiva. Foi ainda, colocada fita
caixas com o propósito de prevenir o aparecimento de algas no seio da solução nutritiva.   
 
Figura 5.  Ilustração das modalidades do ensaio, em que c
 
Nas caixas foram adicionados 2 L
– Solução de Hogland, cuja composição é descrita no Quadro 2
 
Quadro 2.  Composição da solução nutritiva de Hoagland.
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 raízes. Foram utilizadas 15 caixas, 5 para 
-adesiva em redor das 
ada caixa azul escura corresponde a um tratamento

















Material e Métodos 
 
22 



















Posteriormente, foi instalado um sistema de arejamento para permitir uma dispersão 
adequada do oxigénio em toda a solução nutritiva. 
No decorrer do ensaio, devido, à elevada evaporação da solução nutritiva mas também ao 
consumo pelas plantas, o volume da solução nutritiva foi observado constantemente, para 
que as raízes estivessem sempre imersas na solução. Quando necessário, o nível da 
solução nutritiva foi reposto, de forma a manter o volume constante da solução, em 2 L.  
Quando as plantas apresentaram as dimensões adequadas (10 dias após a transplantação) 
foi adicionado sulfato de cobre (CuSO4.5H2O) e cloreto de cádmio (CdCl2.H2O) em 
diferentes concentrações, sendo este o tempo zero do ensaio. Em cada linha de plantas 
foram aplicadas duas concentrações de Cu (100 e 400 µM) e de Cd (50 e 200 µM). Não foi 
aplicado quer cádmio quer cobre às plantas testemunha, de cada linha (WT, B5H e B1F). 
Após 48 horas de exposição das plantas, foi colhido o material vegetal para as 
determinações analíticas subsequentes. 
Em seguida é apresentada uma fotografia da disposição do ensaio (Figura 6).  
 
 











3.2. Determinações analíticas 
3.2.1. Determinação do nível de peroxidação de lípi dos 
Para a determinação dos níveis de peroxidação de lípidos foi utilizado o método descrito em 
Demiral & Türkan (2005), que se baseia na determinação do malondialdeído (MDA) 
formado. 
Pesaram-se cerca de 0,5 g de amostra (folhas), para posteriormente se proceder à 
maceração em almofariz, utilizando 2,5 mL de ácido tricloroacético 0,1 % (TCA) como 
solução extractante. De seguida, centrifuga-se o preparado anterior e retira-se 1 mL de 
extracto límpido, que se coloca em tubos de vidro juntando-se 4 mL de ácido tricloroacético 
20% (TCA) contendo ácido tiobarbitúrico 0,5 % (TBA). Os tubos são colocados a ferver a 95-
100 ºC durante 30 minutos e de seguida são rapidamente arrefecidos em banho de gelo. O 
conteúdo destes é novamente centrifugado durante 15 minutos a 10000 g e de seguida 
analisado no espectrofotómetro. 
A absorvância mediu-se a 532 nm e a 600 nm, num espectrofotómetro de absorção atómica 
(Hitachi U-2000 UV/Vis Spectrophotometer). 
A concentração do malondialdeído formado, expressa em mM, corresponde a 
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3.2.2. Determinação do teor de proteína solúvel 
A quantificação da proteína solúvel foi determinada pelo método de Bradford (1976), a partir 
dos extractos preparados para a determinação da actividade enzimática. Este método 
consiste na mistura de 100 µL de amostra com 6 mL de reagente de Bradford. De seguida, 
efectuaram-se as leituras, no espectrofotómetro a uma absorvância de 595 nm. A 
quantificação foi feita de acordo com a recta padrão Y = 0,4009X + 0,0292 (onde X e Y 
representam, respectivamente, a concentração de proteína e absorvância), obtida com 
soluções de soro albumina bovina (BSA) de concentração conhecida. 
 
3.2.3. Determinação do peróxido de hidrogénio (H 2O2) 
A determinação do teor de H2O2 formado baseou-se no método referido por Singh et al. 
(2006). 
Pesaram-se cerca de 0,5 g de amostra (folhas), para posteriormente proceder-se à 
maceração em almofariz frio, utilizando-se 5 mL de 0,1 % (p/v) de ácido tricloroacético como 
extractante. Centrifugou-se o preparado anterior, e retirou-se 0,5 mL de sobrenadante, que 





se coloca em tubos de vidro, juntando-se 0,5 mL de tampão fosfato de potássio (10 mM a 
pH 7,0) e 1 mL de iodeto de potássio a 1 mM. De seguida procedeu-se à leitura da 
absorvância a 390 nm, em espectrofotómetro de absorção atómica (Hitachi U-2000 UV/Vis 
Spectrophotometer). 
A quantificação foi feita de acordo com a recta padrão Y = (X+0,0004) / 0,0846 obtida com 
soluções stock de concentração conhecida.  
 
3.2.4. Determinação da actividade enzimática 
A velocidade das reacções catalisadas por enzimas é directamente proporcional à 
quantidade de enzima presente, pelo que a quantidade de enzima numa amostra é estimada 
pela sua actividade enzimática (ou actividade catalítica), isto é, pela quantidade de produto 
formado por unidade de tempo, em condições bem definidas (Ricardo e Teixeira, 1979).  
Uma unidade de actividade enzimática (U) é definida como a quantidade de enzima que 
catalisa a transformação de 1 µmol de substrato por minuto, a 25 ºC, em condições bem 
definidas de pH e concentrações de substrato próximas de valores óptimos (Ricardo e 
Teixeira, 1979). 
A determinação das actividades enzimáticas da catalase (CAT), peroxidase (POD), 
superóxido-dismutase (SOD) e ascorbato-peroxidase (APX) foi realizada em 
espectrofotómetro com registador computorizado (Hitachi U-2000 UV/Vis 
Spectrophotometer), sendo utilizado um método contínuo que permite medir a velocidade da 
reacção em função do tempo. 
Este aparelho mede a variação da absorvância para um determinado comprimento de onda, 
que ocorre após a inserção da cuvete contendo uma solução com a enzima e os respectivos 
substratos. Os valores da velocidade enzimática obtidos são correspondentes a valores de 
velocidade inicial, dados pelo coeficiente angular da tangente à curva de absorvância, no 
tempo zero, ou inicio da contagem do tempo de reacção, isto é, quando é introduzido o 
substrato na cuvete (Ricardo e Teixeira, 1979). 
A determinação da actividade enzimática, das amostras, em estudo foi realizada em 
triplicado. A cada um dos triplicados foi feita duas leituras, no espectrofotómetro. Foram 
usados métodos específicos de determinação da actividade enzimática para cada uma das 
enzimas existentes nos extractos.   










3.2.4.1. Preparação dos extractos para determinação  da actividade 
enzimática 
A preparação de extractos para a determinação da actividade enzimática consistiu na 
maceração, em almofariz frio, do material vegetal (folhas) com areia, utilizando-se cerca de 
0,5 g de folhas, ao que se adicionou 2 % (p/v) de polivinilpirrolidona insolúvel (PVP) e 2 mL 
de tampão de extracção. O tampão de extracção é constituído por 100 mM de Tris-HCl a pH 
7,5, 3 mM (p/v) de ditiotreitol (DTT) e 1 mM (p/v) de ácido etilenodiaminatetracético (EDTA). 
De seguida, o material vegetal é centrifugado a 12000 g durante 20 minutos, a uma 
temperatura de 4 ºC, em centrífuga refrigerada (Sigma-3-18K). O sobrenadante é recolhido 
para tubos eppendorf, obtendo-se um extracto límpido, utilizado para determinação das 
actividades enzimáticas e da proteína solúvel.   
 
3.2.4.2. Ascorbato-peroxidase (APX) 
A determinação da actividade enzimática da APX consistiu no método referido por Ali et al. 
(2005), em que a determinação da velocidade inicial é efectuada a partir da oxidação do 
ascorbato a uma absorvância a 290 nm, com lâmpada de UV, à temperatura ambiente, 
durante 2 minutos. 
A actividade enzimática foi determinada num meio reaccional contendo 0,25 mM de 
ascorbato; 0,1 mM de EDTA; 0,3 mM de H2O2; em tampão fosfato de potássio 50 mM e pH 
7,6; utilizando um ε de 0,26 mL µmol-1 mm-1. 
 
3.2.4.3. Catalase (CAT)  
A determinação da actividade da catalase baseia-se no método referido por Aebi (1983), 
descrito em Bergmeyer (1983), em que a determinação da velocidade inicial é efectuada a 
partir da taxa de diminuição de absorvância devido à decomposição do H2O2, sendo a 
diminuição de absorvância proporcional à quantidade de enzima presente.  
A leitura, no espectrofotómetro, foi efectuada 240 nm utilizando a lâmpada de ultravioleta 
(UV), à temperatura ambiente, durante 2 minutos, a partir da qual se determinam as 
velocidades iniciais.  
A actividade enzimática foi determinada num meio reaccional contendo 10 mM de H2O2, em 
tampão fosfato 50 mM a pH 7,6. 
Uma unidade de actividade enzimática é definida como a quantidade de enzima necessária 
para catalisar a decomposição de 1 µmol min-1 mL-1 de H2O2, a 25 ºC, nas condições dos 
ensaios, utilizando um coeficiente de extinção molar (ε), de 3,94 x 10-3 mL µmol-1 mm-1.      
      





3.2.4.4. Peroxidase (POD)  
Na determinação da actividade da peroxidase utilizou-se o método mencionado por Tang et 
al. (2005), baseado na velocidade de transformação dos substratos, peróxido de hidrogénio 
e guaiacol, por oxidação do guaiacol, com formação de um produto corado, o tetraguaiacol, 
cuja quantidade pode ser aferida pela leitura de absorvância a 470 nm, durante 2 minutos, à 
temperatura ambiente. Deste modo, os valores de velocidades iniciais obtidos são uma 
medida da quantidade de enzima presente no substrato. 
A actividade enzimática da peroxidase foi determinada num meio reaccional contendo 30 
mM de guaiacol, 4 mM de H2O2, em tampão acetato de sódio 0,2 mM a pH 6,0. 
Uma unidade de actividade enzimática é definida como a quantidade de enzima necessária 
para catalisar a decomposição de 1 µmol min-1 mL-1 de H2O2, à temperatura ambiente, 
utilizando um ε de 2,55 x 10-3 mL µmol-1 mm-1.      
   
3.2.4.5. Superóxido-dismutase (SOD) 
O método utilizado na determinação da actividade enzimática da SOD, descrito por Rubio et 
al. (2002), baseia-se no facto do CitC-Fe3+ ser reduzido na presença dos iões superóxido 
(O2
●-), com formação de uma coloração rosada, resultante da presença de iões Fe2+. Os iões 
superóxido são produzidos por um sistema gerador de superóxido, xantina/xantina-oxidase. 
A SOD existente nas amostras vai competir com o citocromo-C-férrico (CitC-Fe3+) para ser 
reduzido pelos iões superóxido existentes, pelo que, na presença de SOD há menor 
redução de CitC-Fe3+, diminuindo a quantidade de produto corado formado. Verifica-se 
ainda, um aumento de absorvância por redução do CitC-Fe3+, no entanto, na presença de 
SOD das amostras, este aumento de absorvância é afectado. 
A actividade enzimática foi obtida pela leitura do aumento de absorvância em relação ao 
ensaio em branco, a 550 nm, durante 1-2 minutos, num meio reaccional contendo solução 
produtora de superóxido (0,5 mM de xantina; 0,05 mM de citocromo-C-férrico; 0,1 mM de 
EDTA) e solução de xantina-oxidase em 100 mM de tampão fosfato de potássio a pH 7,6. 
Uma unidade de actividade de SOD é definida como a quantidade de enzima necessária 
para inibir a redução do CitC-Fe3+ em 50 % por minuto, em condições de ensaio (método de 












3.3. Tratamento Estatístico 
O tratamento estatístico dos dados consistiu numa análise de variância a um factor 
(ANOVA), para avaliar o efeito dos diferentes tratamentos de cobre e cádmio. Para este 
efeito, utilizou-se o software “SPSS 13.0” (SPSS Inc.) e o teste de Tukey para comparação 
das médias, para um nível de significância de 95 %. As letras diferentes dizem respeito à 
existência de diferenças significativas (p<0,05), na comparação das respectivas médias. 




4. RESULTADOS E DISCUSSÃO
4.1. Avaliação do efeito do cobre e cádm
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Figura 7. Concentração de ácido malondial
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Aparentemente, a resposta das plantas WT em relação ao cobre é muito semelhante, 
verificando-se um aumento significativo do teor de MDA, que acompanha o aumento do teor 
de cobre aplicado. 
A peroxidação lipídica ocorrida pode ser o resultado da interacção dos ROS (H2O2, O2
●-, 
HO●) formados em consequência do efeito tóxico de ambos os metais, mas é principalmente 
o HO● que tem um efeito mais acentuado neste tipo de compostos (Apel & Hirt, 2004).   
A peroxidação dos lípidos das membranas celulares afecta severamente a sua integridade e 
funcionalidade, podendo causar danos irreversíveis no funcionamento das células (Halliwell 
& Gutteridge, 1984). 
As plantas B5H, por outro lado, evidenciam uma redução significativa no teor de MDA 
formado, com 100 µM e 400 µM de cobre. Contudo no tratamento 400 µM, o teor de MDA 
sofreu um acréscimo, não sendo, no entanto, significativo em comparação com o tratamento 
de 100 µM de cobre.  
Nas plantas B1F, apenas se observa um aumento significativo do teor de MDA com o 
tratamento 400 µM de cobre. Não se observaram diferenças significativas entre o controlo 
(ausência do metal) e 100 µM de cobre. 
A aplicação de cádmio nas plantas B5H e B1F não teve uma acção nefasta nas membranas 
pois verifica-se uma redução significativa do teor de MDA, em relação aos controlos. 
Os resultados obtidos nas linhas transgénicas mostram uma redução significativa no teor de 
MDA formado, o que significa menor ocorrência de peroxidação lipídica, pelo que indiciam 
menor stresse oxidativo nestas linhas.  
De facto, com ambos os metais estudados, verificou-se uma diminuição da peroxidação 
lipídica em ambas as linhas modificadas, B5H e B1F, indicando uma menor sensibilidade ao 
stresse oxidativo, podendo resultar em níveis mais baixos de ROS formados ou de 
mecanismos mais eficientes de os eliminar. Assim, pode-se inferir que este comportamento 
está relacionado com o efeito positivo da trealose como osmoprotector.  
Resultados semelhantes (indução de peroxidação lipídica) foram obtidos com a aplicação de 
cádmio, em Phaseolus vulgaris (Chaoui et al., 1997), Nicotiana plumbaginifolia L. (Savouré 
et al., 1999), Pisum sativum L. (Sandalio et al., 2001) e Lycopersicon esculentum L. (Djebali 
et al., 2008). A exposição ao cobre em Silene cucubalus L. (De Vos et al., 1992) conduziu a 










4.2. Avaliação do efeito do cobre e cádmio 
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As plantas B1F apresentam um comportamento diferente em relação ao efeito dos metais. 
De facto, após os tratamentos com cádmio e cobre, estas plantas apresentam um teor de 
proteína, de maneira geral, significativamente superior aos controlos. Curiosamente as 
plantas B1F após os tratamentos mais severos de cádmio (200 µM) e cobre (400 µM) o teor 
de proteína aumenta consideravelmente, revelando não terem sido afectadas pelos 
tratamentos mais severos.  
Uma explicação possível para este resultado, será a existência de mecanismos de 
tolerância que são mais eficazes em relação a ROS que podem provocar maiores danos nas 
proteínas, como seja, um menor teor de ROS (em particular H2O2) existente na célula. Por 
exemplo, como se verá mais à frente (Figura 8b), o teor de H2O2 diminui com o aumento da 
concentração de cobre e cádmio. 
Apesar das plantas B5H produzirem maiores de trealose que as plantas B1F, as plantas 
B5H foram mais susceptíveis ao aos efeitos do cádmio e, principalmente, do cobre em 
comparação com as plantas B1F. Este facto leva a pensar que para além do efeito da 
trealose, outros mecanismos celulares devem estar subjacentes à maior protecção das 
proteínas.  
Os resultados obtidos indicam que a trealose tem um efeito importante como osmoprotector, 
particularmente eficaz na protecção das proteínas e esse efeito pode ser preponderante na 
protecção das enzimas. 
A trealose estabiliza eficazmente enzimas desidratadas, proteínas, lípidos e membranas em 
condições de stresse (Garg et al., 2002; Wingler, 2002). A ligação da trealose a membranas 
e proteínas impede a desnaturação das proteínas e fusão de membranas (Wingler, 2002). 
Mengel & Kirkby (2001) referem que, no citosol os solutos compatíveis protegem estruturas 
celulares como membranas, complexos proteicos e enzimas. 
Gorinova et al. (2007) encontraram resultados opostos com Nicotiana tabacum L., em que 
com a aplicação de 100 e 300 µM de cádmio não se observou inibição do teor de proteína 
formado. 
Djebali et al. (2008) em Lycopersicon esculentum L. constataram que o teor de proteína 
diminuiu com aplicação de 100 e 300 µM de Cd.  
Também nesta espécie se observou um efeito similar com a aplicação de 50 µM de Cu 










4.3. Efeito do cobre e do cádmio
 
De seguida ilustram-se os gráfico
teor de proteína solúvel para as modalidades testadas. 
Figura 9. Teor de peróxido de hidrogénio formado
(B5H e B1F) ao cobre. 
Figura 10. Teor de peróxido de hidrogénio formado após exposição das plantas 
(B5H e B1F) ao cádmio. 
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cobre ser um elemento de transição e como tal participar em reacções de Fenton. Os altos 
teores de H2O2 nas plantas B5H (com cobre) podem ser devidos uma sobreprodução de 
ROS e/ou à diminuição da capacidade do sistema antioxidante enzimático  
Interessantemente, os efeitos da exposição a 50 e 200 µM de cádmio, nas plantas B5H, não 
foram significativamente diferentes no que diz respeito à produção de H2O2, tal como na 
peroxidação dos lípidos e proteína solúvel.  
De facto, o peróxido de hidrogénio pode ser reduzido a radicais hidróxido, extremamente 
reactivos, através de reacções de Fenton, e desta forma, os níveis de H2O2 existentes nas 
células não reflectirem a sua formação. Também a resposta enzimática pode influenciar os 
níveis de H2O2 nas células. 
Ora face aos teores de H2O2 obtidos (com excepção do cobre nas plantas B5H), nas plantas 
B5H e B1F, não será de excluir que a trealose, possa também estar a actuar directamente 
no H2O2 produzido nestas plantas.   
Dada a correlação entre a biossíntese de trealose e a protecção ao stresse bem como a 
eliminação de radicais hidróxido in vitro (Saccharomyces cerevisiae), sugere-se que 
acumulação de radicais hidróxido está relacionada com a acumulação de trealose, em 
condições de stresse, sugere que a trealose actue sobre as ROS (Cortina et al., 2005).  
Em concordância com os factos mencionados, Luo et al. (2008) referem que a trealose pode 
ser responsável pela eliminação directa de ROS (H2O2 e O2
●-).  
Na presença de quantidades excessivas de cobre, as células tentam prevenir a formação 
excessiva de ROS através da activação de enzimas tais como a CAT, APX e POD. Este 
aspecto será discutido em detalhe no capítulo seguinte (4.4.). 
Resultados similares foram obtidos por Dixit et al. (2001) em Pisum sativum L, onde também 
não existiram diferenças significativas na produção de H2O2 após exposição de 4 e 40 µM 
de cádmio. 
Gorinova et al. (2007) observaram em Nicotiana tabacum L. que a aplicação de 100 µM e 
300 µM de Cd induziu de forma pouco acentuada a formação de H2O2.  
Em Matricaria chamomilla L., o cádmio (60 e 120 µM) induziu uma produção significativa de 
H2O2 enquanto para o cobre (60 e 120 µM), apenas a concentração de 120 µM induziu uma 









4.4. Avaliação do stresse oxidativo na actividade enzimá tica
4.4.1. Ascorbato- peroxidase
   Nas Figuras 11 e 12 encontra
actividade enzimática da ascorbato
Figura 11 . Actividade enzimática da APX, nas plantas transgénicas
tratamentos com cobre.  
Figura 12. Actividade enzimática da APX, nas plantas transgénicas (B
tratamentos com cádmio. 
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B1F a actividade da APX diminui com o aumento do teor de Cd utilizado
parece indicar que em ambas as linhas existem mecanismos de tolerância diferente
relação ao Cd, o que está de aco
Gorinova et al. (2007) referem que a aplicação de 100 e 300 µM Cd, em 
L., causou uma redução linear da actividade da APX. 
Em Nicotiana plumbaginifolia 
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da APX (Savouré et al., 1999)
 
4.4.2. Catalase 
Nas Figuras 13 e 14 encontram
enzimática da catalase. 
Figura 13 . Actividade enzimática da CAT
tratamentos com cobre.  
. 
Figura 14. Actividade enzimática da CAT
tratamentos com cádmio. 
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Pela análise da Figura 13 observa-se que nas plantas transgénicas e wild type a aplicação 
de 100 e 400 µM de cobre teve um efeito semelhante, inibindo a actividade da CAT. 
O cobre não induziu significativamente a actividade da CAT, nas plantas WT e B1F, 
contrariamente ao sucedido para as plantas B5H, o que está de acordo com a Figura 8a ao 
evidenciar que o teor de H2O2 formado não variou significativamente nas plantas WT e B1F, 
em contraste com as plantas B5H.  
Em relação ao Cd, verificou-se um aumento da CAT nas plantas B1F, o que explica a 
diminuição do H2O2 e a não necessidade de activação da APX verificada em capítulos 
anteriores (4.3. e 4.4.1., respectivamente). De acordo com Mittler (2002) a CAT tem uma 
afinidade para o H2O2 para valores da ordem de micromolar, enquanto a APX actua em 
quantidades de H2O2 na ordem dos milimolares, indicando uma função celular diferente de 
ambas as enzimas. De acordo com este autor, a CAT estará muito mais relacionada com a 
eliminação do H2O2 em excesso, enquanto a APX pode estar associada a uma função de 
sinalização e regulação do excesso de H2O2. A CAT é muito mais eficiente que a APX na 
eliminação do H2O2, pelo que é mesmo referida como uma enzima responsável pela 
eliminação deste composto quando este existe em excesso como consequência do stresse 
oxidativo (Mittler, 2002). Além disso, apesar da sua localização celular restrita, nos 
peroxissomas, a CAT é indispensável para combater o stresse oxidativo, verificando-se a 
proliferação destes compartimentos celulares quando são produzidos níveis elevados de 
ROS nas células (Mittler, 2002).  
Neste caso, como a CAT é muito activa e parece ser muito eficaz na eliminação do H2O2, o 
que leva a pensar que a formação deste tipo de ROS nas plantas B1F resulta de 
mecanismos que ocorrem nos peroxissomas, e portanto, mecanismos associados à 
oxidação de lípidos.  
O cádmio não alterou significativamente a actividade da CAT, nas plantas B5H e B1F. Este 
facto provavelmente estará estar associado ao teor de H2O2 formado nestas plantas 
(quando expostas ao Cd), que também não variou significativamente.  
Também estes resultados parecem indicar mecanismos diferentes de tolerância em ambas 
as linhas transgénicas em relação ao efeito tóxico dos metais testados. 
Kováčik & Bačkor (2008) investigaram, em Matricaria chamomilla L., os efeitos do Cd e Cu. 
Estes autores observaram que ao fim 24 h de exposição a Cd (60 e 120 µM), apenas o 
tratamento de 120 µM induziu um aumento significativo da actividade da CAT. Após 72 h os 
tratamentos com Cd não eram estatisticamente diferentes do controlo. 
Ao fim de 24 e 72 h, o tratamento com 60 µM Cu não teve influência na actividade da CAT 




Em Nicotiana tabacum L. observou
das plantas a 100 µM Cd. Porém com aplicação de 300 µM Cd ocorreu uma redução da 
actividade da CAT (Gorinova 
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4.4.3. Peroxidase 
Na Figura 15 e 16 encontram
enzimática da peroxidase.  
 
Figura 15 . Actividade enzimática da POD
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Figura 16. Actividade enzimática da POD
tratamentos com cádmio. 
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Observa-se nos gráficos das Figura 15 e 16, que o cobre e o cádmio induziram a actividade 
da POD nas plantas WT, B5H e B1F, com um comportamento semelhante em todas as 
modalidades e em todas as plantas. 
Nas plantas WT os níveis de POD são mais elevados, e verifica-se uma indução da POD 
quando expostas ao cobre, embora com menor expressão em relação ao cádmio.  
Observam-se menores níveis de actividade da POD nas plantas B5H e B1F que nas plantas 
WT, em relação ao cobre (Figura 15) e em menor extensão em relação ao cádmio (Figura 
16). 
Para as plantas B5H, o efeito do cobre e cádmio repercutiu-se na actividade da POD através 
da sua indução, sendo os efeitos particularmente visíveis com os tratamentos 400 µM de 
cobre e 50 e 200 µM de cádmio.    
Contudo, tanto o cobre como o cádmio não induziram uma actividade significativamente 
diferente nas plantas B1F, tal como já se tinha verificado para a CAT. 
As peroxidases são enzimas que actuam também no H2O2, embora não tenham uma acção 
tão específica como a CAT, actuando em diversos substratos para além do H2O2, para além 
de uma localização celular também mais alargada, encontrando-se no citosol, nos vacúolos 
e associada às paredes celulares (Mittler, 2002). Desta forma, a informação que dá 
relativamente aos mecanismos de tolerância ao stresse oxidativo é também menor, embora 
normalmente a sua actividade esteja associada a uma resposta de diversas as plantas ao 
efeito tóxico dos metais (Martins e Mourato, 2006). 
Em Helianthus anuus L. tratadas com 50 µM aumentaram em 20 % a actividade da POD. 
Enquanto as concentrações 100 e 200 µM provocaram uma diminuição da sua actividade 
em 58 e 67 %, respectivamente (Gallego et al., 1999). 
Em Nicotiana tabacum L. com aplicação de 100 e 300 µM de Cd não se observaram 

















Na Figura 17 e 18 encontram
enzimática da superóxido-dismutase.
Figura 17 . Actividade enzimática da SOD
tratamentos com cobre.  
 
Figura 18. Actividade enzimática da SOD
tratamentos com cádmio. 
 
Pela análise das Figuras 17 e 18
significativamente a actividade da SOD
Contudo, nas plantas B1F ocorreu uma ligeira redução da actividade da SOD, quando 
expostas ao cobre. Para o cádmio observa
redução da actividade da SOD
Nas plantas WT observa-se que os tratamentos mais severos, de cádmio e co
efeitos contrários na actividade da SOD. A aplicação de 400 µM de cobre induziu a SOD 
enquanto 200 µM de cádmio inibiu a sua actividade.
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Face aos teores de peróxido formados (e por conseguinte de iões superóxido, radicais 
hidroxilo, etc.), nas plantas B5H quando expostas ao cobre, seria de esperar um aumento 
substancial da SOD, envolvida na conversão de radical superóxido em H2O2. Ora não tendo 
ocorrido este aumento e em virtude dos resultados obtidos, nas plantas transgénicas (B5He 
B1F) para a peroxidação dos lípidos e proteína infere-se que a trealose tenha, não só, 
conferido protecção às enzimas (antioxidantes do sistema enzimático) em estudo mas 
também eliminado directamente ROS (H2O2 e O2
●-). Semelhantes observações foram feitas 
também, em Triticum aestivum L. por Luo et al. (2008). 
Os resultados obtidos quer para a SOD quer ainda para as restantes enzimas estudadas 
podem dever-se ao modo como as enzimas interagiram com a trealose (e vice-versa) na 
medida em que não é que estas enzimas podem ter diferentes afinidades com a trealose 
(Lins et al., 2004), o que poderá explicar a maior ou menor eficiência de cada uma das 
enzimas.   
Gorinova et al. (2007) verificaram um aumento, não significativo, da actividade da SOD com 
a aplicação de 100 e 300 µM Cd.  
Savouré et al. (1999) observaram após exposição a 100 µM Cu (durante 12 h) uma redução 
da actividade SOD. No entanto, após 120 h (5 d), registou-se um forte aumento da 













Ao avaliar o comportamento global das plantas transgénicas é de realçar o comportamento 
das plantas B1F pois não expressando tanto o gene AtTPS1 (responsável pela biossíntese 
da trealose) como nas plantas B5H, observou-se nas plantas B1F menor produção de H2O2, 
maior teor de proteína, bem como uma resposta da catalase bastante eficiente. 
A exposição das plantas B5H e B1F ao cádmio e cobre (com excepção do efeito do Cu nas 
plantas B5H) não resultou num aumento significativo de H2O2, o que revela que houve uma 
resposta metabólica das plantas (ao nível do sistema antioxidante enzimático e 
eventualmente do sistema não enzimático) que controlou de forma eficiente os teores de 
H2O2 produzidos após o stresse. Estes resultados são suportados pelos resultados obtidos 
quer em relação à peroxidação dos lípidos, onde não se verificou a ocorrência de 
peroxidação lipídica quer em relação ao teor de proteína solúvel.  
Nas plantas transgénicas, os resultados relativos à peroxidação dos lípidos, teor de proteína 
solúvel e teor de H2O2 produzido, indicam que o stresse oxidativo provocado pelo cádmio e 
cobre não provocaram nestas plantas efeitos nocivos acentuados nestas componentes 
celulares, provavelmente devido a activação de mecanismos de resposta. 
Nas plantas WT, ao contrário das plantas B5H e B1F, o cádmio e o cobre induziram 
peroxidação dos lípidos e portanto stresse oxidativo, como se pode constatar pelo teor, 
significativo, de MDA formado nestas plantas. Também nestas plantas, o teor de proteína 
solúvel foi bastante afectado pela aplicação do cádmio e cobre (em particular 100 µM Cu). 
A actividade relativa da APX, nas plantas B5H e B1F aumentou significativamente com a 
aplicação de 100 µM de Cu. Enquanto a concentração 400 µM Cu teve um efeito contrário, 
inibindo a sua actividade.  
A actividade relativa da APX nas plantas B5H aumenta com o aumento do teor de Cd 
enquanto nas plantas B1F a actividade da APX diminui. 
Quanto à resposta do sistema enzimático, nas plantas transgénicas e WT a aplicação de 
cobre teve um efeito similar, inibindo a actividade da CAT. O cádmio não alterou 
significativamente a actividade da CAT, nas plantas B5H e B1F, o que estará associado ao 
teor de H2O2 formado nestas plantas. 
O cobre e o cádmio induziram a actividade relativa da POD em todas plantas. 
A actividade relativa da SOD nas plantas B5H e B1F não variou significativamente (excepto 
nas plantas B1F, após 200 µM de Cd) o que supõe que estas plantas tenham controlado 







Verifica-se que a modificação produzida nas plantas transgénicas (introdução do gene 
AtTPS1) possibilitou, em comparação com as plantas WT, uma melhor adaptação ao 
cádmio e cobre, verificada através dos resultados obtidos. 
Os resultados relativos à actividade das enzimas em estudo podem também indicar que 
enzimas tenham diferentes afinidades para a trealose o que significa que as consequências 
do cádmio e cobre, poderão fazer-se sentir em diferentes escalas ao nível da defesa 
antioxidante enzimática.    
Atendendo ao objectivo deste trabalho pode afirmar-se que a trealose teve um efeito 
positivo, protegendo membranas e enzimas. Comparando o desempenho das plantas B5H e 
B1F entre si não é possível inferir com rigor qual destas plantas melhor se adaptou à 
exposição do cobre e cádmio. Todavia as plantas B1F parecem adaptar-se melhor. Para 
aferir acerca da maior ou menor eficiência entre as plantas transgénicas teriam que se 
elaborar outras determinações, como os teores de trealose e trealose-6-fosfato presentes, 
outros açúcares (ex.: sacarose), o teor e tipos de elementos minerais, teor de clorofila e 
eficiência fotossintética.  
Diversos estudos correlacionam positivamente a biossíntese da trealose com a protecção 
contra o stresse oxidativo. Deste modo, com este e outros trabalhos, impõe-se nesta fase a 
realização de mais estudos, não só, em culturas com elevado interesse agronómico bem 
como a realização de testes no campo, onde verdadeiramente importa elaborar este tipo de 
investigação dada a multiplicidade de variáveis que afectam a produtividade das culturas. 
Este trabalho demonstra que a sobre-expressão do gene (AtTPS1), envolvido na biossíntese 
de trealose, possui capacidade para aumentar consideravelmente a tolerância das plantas 
B1F e B5H, ao stresse abiótico (metais pesados) o que evidencia o potencial da trealose 
para melhorar a produtividade das culturas, sobretudo em ambientes adversos.     
O presente conhecimento sugere que apesar de a trealose ser considerada como um dos 
principais agentes na protecção contra as ROS, deverão existir outros mecanismos 
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